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INTRODUCAO

Na Medicina Veterindria, a analise anatomopatoldgica é um importante método
diagnéstico na obtencdo da causa mortis dos animais. No entanto, para a identificacdo
de microrganismos patogénicos, ou seja, para a obtencdo do agente etiologico, além do
exame microbiolégico e imuno-histoquimico (IHQ), a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) constitui-se de uma excelente ferramenta diagndstica. Considerada
uma revolucdo na area de Biologia Molecular, a PCR consiste na amplificacdo
enzimatica de um fragmento especifico de DNA através da enzima DNA polimerase,
junto com as quatro dNTP’s (adenina, timina, citosina, guanina) e com sequéncias de
bases nucleicas especificas (primers), reproduzindo muitas vezes uma regido de
interesse do genoma extraido de um ser vivo (HAAS, 2016). O objetivo deste trabalho
foi identificar por meio da PCR a presenca de DNA de Histoplasma capsulatum em
diversos tecidos de um canino necropsiado, cujo diagnoéstico morfolégico era de
histoplasmose.

DESENVOLVIMENTO:

Blocos de parafina foram confeccionados a partir de amostras de figado, linfonodos,
rins e pulmdes de um canino necropsiado no Laboratorio de Patologia Animal da
FAMV-UPF, com achados anatomopatolégicos compativeis com histoplasmose. Finas
fatias de cada bloco foram cortadas com lamina de bisturi e colocadas em eppendorfs
para o processo de retirada da parafina. Primeiramente, as amostras foram submetidas a
um banho de xileno por aproximadamente 50 minutos a temperatura de 60°C, seguido
de um banho de alcool 99,8%, e dois banhos de alcool 70% para remocgao de todo o
xileno e re-hidratacdo do tecido parafinado. Em seguida, foi executada a extracdo de
DNA das amostras segundo protocolo padrao do Kit PureLink (Invitrogen®). A
quantidade de DNA extraido foi aferida através do espectofotometro Nanodrop, obtendo
valores de 4,01 a 81,15 ng/mL. A qualidade das amostras apresentou-se adequada. Para
a confirmacdo da presenca ou auséncia de DNA flngico e validacdo da suspeita da
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causa mortis, foi realizada uma reacao de PCR que tinha por objetivo amplificar dois
fragmentos especificos do genoma de H. capsulatum. Como descrito por Guedes et al
(2003), foram utilizados os primers Msp1F (ACAAGAGACGACGGTAGCTTCACG) -
MsplR (GCGTTGGGGATCAAGCGATGAGCCQ) e Msp2F
(CGGGCCGCGTTTAACAGCGCC) - Msp2R (ACCAGCGGCCATAAGGACGTC),
com repeticdo de 35 ciclos do seguinte programa de amplificacdo: 95°C por 5 min, 1
min a 95°C, 1 min a 70°C, e 1 min a 72°C, seguido de 72°C por 5 min para uma unica
fase final de extensdo. A visualizagao foi realizada em gel de agarose a 2% com auxilio
do transiluminador. Cada fragmento do material genético amplificado deveria possuir
111pb e 279pb quando usados os primers Msp1l e Msp2, respectivamente. Para verificar
a eficiéncia da PCR e da eletroforese em gel de agarose, foram utilizados, para cada par
de primers, um controle positivo e um controle negativo, totalizando em quatro
controles internos. Houve uma amplificacdo do controle positivo, confirmando o
funcionamento da PCR, e ndo amplificacdo dos controles negativos. As amostras de
todos os tecidos ndo amplificaram o DNA de H. capsulatum, sugerindo um possivel
diagnostico negativo. Entretanto, podemos considerar possiveis dificuldades no
processo de extracao do DNA flingico, presenca de inibidores da PCR nas amostras, ou
ainda a possivel degradacao do DNA que, consequentemente, poderia ter levado a um
falso negativo (MERKELBACH et al, 1997). Assim, pretende-se continuar a
investigacdo através da realizacdo de imuno-histoquimica (IHQ) para concluir o
diagndstico.

CONSIDERACOES FINAIS:

O presente trabalho demonstra a utilizacdo de uma técnica alternativa de diagndstico,
ressaltando sua especificidade na identificacdo de microrganismos. No entanto, devido a
possiveis falhas desse método para a confirmacao diagnodstica, consideramos a
necessidade usar outra ferramenta como a [HQ.
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Fig 1. Gel de eletroforese. Ladder. Marcador de tamanho molecular. As amostras de
figado, linfonodos, rins e pulmdes, assim como o controle negativo (C1 -), ndo
apresentaram luminescéncia a exemplo dos controles positivos (C1 + e C2 +). A falta
de luminescéncia indica ndo amplificacdo de DNA de H. capsulatum.
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Fig 2. Gel de eletroforese. Ladder. Marcador de tamanho molecular. As amostras de
figado do canino, assim como o controle negativo (C1 -), ndo apresentaram
luminescéncia a exemplo dos controles positivos (C1 + e C2 +). A falta de
luminescéncia indica ndo amplificagdo de DNA de H. capsulatum.



